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(54) Titre : VECTEURS ADENOVIRAUX RECOMBINANTS ET LEURS APPLICATIONS 

(57) Abstract: The invention relates to novel recombinant adenoviruses which can be obtained from a replicating adenovirus by 
deleting all or part of the region of the genome of said replicating adenovirus corresponding to that located in the genome of canine 
adenovirus type 2 (GenBank J04368) between positions 311 and 499, the aforementioned deletion comprising all or part of the region 
of the genome of the original replicating adenovirus corresponding to that located between positions 311 and 401 in the genome of 
canine adenovirus type 2. The invention also relates to the uses of said adenoviruses, particularly for therapeutic purposes. 



(57) Abrege : La pr6sente invention est relative ^ de nouveaux adenovirus recombinants susceptibles d'etre obtenus k partir d*un 
adenovirus replicatif par delation de tout ou partie de la region du genome dudit adenovirus r^plicatif correspondant k celle situ^e, 
dans le genome de T adenovirus canin de type 2 (GenBank J04368), entre les positions 311 et 499, ladite deletion comprenant tout 
ou partie de la region du genome de 1' adenovirus replicatif d'origine correspondant k celle situee entre les positions 31 1 et 401 dans 
le genome de Tadenoviius canin de type 2, ainsi qu'k leurs utilisations, notamment k des fins therapeutiques. 
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VECTEURS ADENOVIRAUX RECOMBINANTS ET LEURS APPLICATIONS. 

La presents invention est relative a de nouveaux 
adenovirus recombinants^ et k leur proc6d6 de preparation^ 
ainsi.qu'^ leurs utilisations comme vecteurs d' expression et 
5 de transfert de gene^ a des fins vaccinales ou h des fins 
th6rapeutiques coirane le traitement du cancer. 

Les adenovirus sont des virus nus poss^dant un 
genome lineaire a ADN double brin d' environ 30-40 kpb, 
flanque de court es sequences invers^es repete.es (ITR) . 
10 Le genome de 1' adenovirus est organise en unites 

de transcriptions precoces (El a E4) et en une unite tardive 
(MLTU) composee de cinq families de transcrits {LI a L5) dont 
1' expression est separee par 1' initiation de la replication 
de I'ADN viral. 

15 La phase precoce debute deux heures apres 

1' infection par la transcription et 1' expression s^quentielle 
des regions ElA puis E4, presque simultanement E3 et ElB, 
puis E2A et enfin E2B. La region immediatement precoce ElA 
code pour des transactivateurs des autres g^nes precoces de 

20 1' adenovirus (ElB, E2/ E3 et E4) ainsi que de gdnes 
cellulaires. Huit heures apr^s 1' infection, la replication de 
I'ADN viral debute. La phase tardive qui commence douze 
heures aprds 1' infection est caracteris6e par 1' extinction de 
la synthese des proteines cellulaires au profit des proteines 

25- virales tardives qui entrent dans la composition structurale - 
de la particule adenovirale, et participent a 1' assemblage du 
virion et a sa liberation en affectant I'integrite 
structurale de la cellule infectee. 

Les adenovirus presentent un attrait particulier 

30 pour le developpement de vecteurs viraux, du fait de leurs 
caracteristiques et de la quantite de connaissances 
disponibles sur leur organisation genetique et leur biologie. 

Differentes strategies de construction ont ete 
envisagees selon que I'objectif est d'obtenir un virus 

35 replicatif, capable de se multiplier chez I'hdte (humain ou 
animal) , ou un virus non-replicatif incapable de se 
multiplier chez I'hote. 
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La construction d'un vecteur non-replicatif 
implique de deleter une region essentielle A la replication 
virale. Les virus resultants, qui sont incapables de se 
repliquer et par consequent de produire des particules 
5 infectieuses dans des cellules permissives k 1' infection par 
le virus sauvage correspondant , sont produits dans des 
lignees cellulaires modifiees capables de fournir en trans 
les produits des genes deletes* 

Une strategie couramment utilisee consiste a 
insurer un g6ne h6t6rologue dans la partie gauche du g6nome 
entre I'lTR gauche et la region El, en lieu et place du 
proinoteur et de la r§gion codante du gene ElA (d§16tion 
partielle de El) et 6ventuellement du gene ElB (d616tion 
totale de la region El) . Les virus deletes pour ElA sont 
incapables de se repliquer dans les cellules qui ne 
complement ent pas les fonctions de ElA. lis sont cependant 
capables d' exprimer des quantit§s importantes de prot6ine 
exogene dans les cellules infect6es. 

De nombreux vecteurs ad6noviraux hiomains (Ad2 et 
Ad5) deletes de la region El et §ventuellement de la region 
E3 ont 6t6 construits, essentiellement A des fins de therapie 
g6nique humaine. Afin d' am§liorer ces vecteurs, des mutations 
(region E2) ou des deletions supplementaires (region E2 ou 
E4) ont ete introduites. 

Des vecteurs adenoviraux non-r6plicatif s canins 
deletes de la totality de la region El ont egalement 6t6 
d6velopp6s pour des applications de therapie genique humaine 
[KLONJKOWSKI et aJ., Hvunaan Gene Therapy, 8, 2103-2115, 1997, 
d616tion des positions 411 a 2898 de Cav2 ; Demande WO 
95/14101 et Brevet US 5837531 au nom de RHONE POULENC RORER ; 
KREMER et al., J. Virol., 74, 505-512, 2000, deletion des 
positions 412 k 2497 de Cav2) • 

Ces vecteurs non replicatifs ont montr6 une bonne 
efficacit6 de transfert de g6nes dans de nombreux tissus. lis 
pr6sentent cependant un certain nombre d' inconvenient s, en 
particulier pour le transfert de genes dans des cellules en 
division active comme les cellules tumorales. Dans ces 
cellules, on observe une extinction rapide de 1' expression du 
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g%ne transf6r6 li6e k la perte du vecteur extrachromosomique 
au cours des divisions successives. 

La construction d'un vecteur replicatif impose de 
ne supprimer aucune sequence du genome viral essentielle a sa 
5 replication, et a la production de particules virales 
infectieuses chez I'hote (cycle viral productif ) . On ne 
connait a I'heure actuelle, chez les adenovirus, qu'un petit 
nombre de sites d' insertion de sequences heterologues 
permettant de satisfaire k ces exigences. 

10 Des vecteurs r6plicatifs ont 6t6 obtenus par 

insertion de genes h6t6rologues dans des regions non- 
essentielles comme la region E3 et la partie droite du g6nome 
entre 1' ITR droite et les sequences de regulation 
transcriptionnelle du promoteur E4. Des vecteurs replicatif s 

15 ont §galement §t6 obtenus par insertion d'un gene h6t§rologue 
dans la partie gauche du genome entre I'lTR gauche et la 
region El, sous reserve de conserver des gSnes El 
f onctionnels. De fagon plus precise, 1' insertion d'une 
sequence het^rologue entre les positions 455 et 917 de 

20 1' adenovirus hvimain (Ad5) qui inactive le g^ne ElA par 
deletion du promoteur et d'une partie de la region codante de 
ElA, est compensee par 1' insertion d'une copie de ce g^ne en 
position ectopique dans le vecteur (ELOIT et al., J. Gen. 
Virol., 76, 1583-1589, 1995). 

25 Des vecteurs replicatifs ont 6te construits de la 

sorte a partir d' adenovirus hiomains (ELOIT et ai., precit6) , 
bovins (MITTAL et al., J. Gen. Virol., 76, 93-102, 1995), 
ovins (XU et al.. Virology, 230, 62-71, 1997)^ aviaires 
(MICHOU et al., J. Virol., 73, 1399-1410, 1999 ; SHEPPARD et 

30 al.. Arch. Virol., 143, 915-930, 1998, canins (Cav2 ; Demande 
Internationale WO 98/00166 et Brevet US 6090393, au nom de 
RHONE MERIEUX ; Demande Internationale WO 91/11525 et Brevet 
US 5616326, au nom de I'UNIVERSITE de GLASGOW, MORRISON et 
ai.. Virology, 293, 26-30, 2002) et porcins (REDDY et al., J. 

35 Gen. Virol., 80, 563-570, 1999 ; TUBOLY et al., J. Gen. 
Virol., 82, 183-190, 2001). 

Ces vecteurs ad6noviraux replicatifs ont 6t6 
developp6s essentiellement pour des applications vaccinales. 
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lis ont de manidre g6n6rale, d6montr6 une grande efficacit6 
lors de 1' induction de reponses inmiunes, aussi bien pour ce 
qui concerne la reponse en anticorps que la r6ponse en CTL 
(pour une revue voir ELOIT, Virologie^ 2, 109-120^ 1998 et 
5 KLONJKOWSKI et al.^ In « Adenoviruses : basic biology to gene 
therapy », pp. 163-173^ P. Seth, £d. , R. G. Landes Company^ 
Austin Texas r USA) • 

Ces vecteurs r^plicatifs pr6sentent cependant 
quelques inconvenients : 

- ils posent des probl6mes de bios6curit6 li6s au 
risque de diffusion de tels virus r6plicatifS/ 

- la quantit6 importante de particules virales 
produite par les cellules infect6es entraine 1' induction 
d'une r6ponse immune 61ev6e centre le vecteur et limite 
l'efficacit6 des injections de rappel, 

- la neutralisation par les anticorps maternels 
de I'antigene vaccinal relargu6 a partir de cellules 
d6truites par 1' infection, diminue I'efficacite de ces 
vecteurs replicatifs chez le jeune. 

II apparait qu'on ne dispose ^ I'heure actuelle 
d' aucun adenovirus recombinant permettant de transduire 
efficacement des cellules^, en particulier les cellules en 
division comme les cellules tumorales sans presenter de 
risques de dissemination dans 1' environnement . 

En choisissant comme modele experimental 
1' adenovirus canin de type 2 (Cav2), les Inventeurs ont 
recherch6 s'il 6tait possible d' identifier de nouveaux sites 
d' insertion permettant d' obtenir des adenovirus recombinants 
replicatifs. 

lis ont ainsi constats que la d616tion d'une 
petite portion du d6but de la region situ^e entre la fin de 
1' ITR gauche et le d6but de la sequence codant pour ElA 
n' af f ectaient pas la capacite des adenovirus a repliquer leur 
genome et ^ se multiplier chez un hote permissif ; 
1' emplacement de cette deletion peut done constituer un 
nouveau site d' insertion de gfenes het6rologues • 

En outre, les Inventeurs ont constate que, de 
maniere surprenante, d'autres deletions dans la meme r6gion 
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permettaient d'obtenir des ad6novirus capables de repliquer 
leur gfenome chez un hate permissif, mais incapables de se 
multiplier. Ces adenovirus seront denommes ci-apres 
« adenovirus pseudo-replicatif s ». 
5 Dans ce qui suit, les positions des differentes 

regions du genome adenoviral sont definies par reference aux 
positions des regions correspondantes, (c'est a dire 
contenant des elements de fonction similaire) du genome de 
1' adenovirus canin de type 2 dans la sequence GenBank J04368. 
10 Ainsi, la region situee entre la fin de I'lTR 

gauche et le debut de la sequence codant pour ElA, correspond 
^ celle situ6e entre la position 311 et la position 499 dans 
la sequence g6nomique GenBank J04368 de 1' adenovirus canin de 
type 2. 

15 La presente invention a pour objet un adenovirus 

recombinant susceptible d'§tre obtenu k partir d'un 
adenovirus replicatif par d616tion de tout ou partie de la 
region du genome dudit adenovirus replicatif correspondant k 
celle situee, dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2 

20 (GenBank J04368), entre les positions 311 et 499, ladite 
deletion comprenant tout ou partie de la region du genome de 
1' adenovirus r6plicatif d' origine correspondant k celle 
situee entre les positions 311 et 401 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2. 

25 Selon un premier mode de realisation d'un 

adenovirus recombinant conforme k 1" invention, la portion 
deietee est constituee par tout ou partie de la region du 
genome de 1' adenovirus replicatif d' origine correspondant k 
celle situee entre les positions 311 et 319 dans le genome de 

30 1' adenovirus canin de type 2 ; cette deletion permet 
d'obtenir un adenovirus recombinant replicatif capable de se 
multiplier chez un h6te permissif k 1' infection par 
1' adenovirus sauvage d' origine (cycle viral productif ) . 

Selon un second mode de realisation d'un 

35 adenovirus recombinant conforme ^ 1' invention, la portion 
deietee comprend tout ou partie de la region du genome de 
1' adenovirus replicatif d^origine correspondant k celle 
situee entre les positions 318 et 401 dans le genome de 
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l'ad6novirus canin de type 2 ; cette deletion permet 
avantageusement d'obtenir des adenovirus pseudo-replicatif 
c'est a dire capables de se repliquer mais incapables de 
produire des particules virales infectieuses et done 
5 incapables de se multiplier (cycle abortif) chez un hote 
permissif a 1' infection par 1' adenovirus sauvage d'origine. 

L'obtention des adenovirus pseudo-replicatif s 
conformes a 1' invention implique notamment la suppression de 
tout ou partie des signaux d' encapsidation putatifs du type 

10 5'-TTTA/G-3' Ax^ Axi/ et Axii (situ6s respectivement en 
positions 341-344^ 377-380, et 388-391, dans la sequence de 
Cav2 GenBank J04368) • 

La portion d616t6e dans ces adenovirus pseudo- 
r6plicatifs peut comprendre en outre : 

15 - tout ou partie de la region du g6nome de 

1' adenovirus replicatif d'origine correspondant celle 
situee entre les positions 311 et 319 dans le g§nome de 
1' adenovirus canin de type 2 ; et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de 
20 1' adenovirus replicatif d' origine correspondant ct celle 

situee entre les positions 400 et 439 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 ; cette delation supprime 
notamment la boite TATA du promoteur d'ElA (situee en 
position 4 09 dans la sequence de Cav2 GenBank J04368) ; 
25 et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de 
1' adenovirus replicatif d'origine correspondant k celle 
situ6e entre les positions 438 et 499 dans le g6nome de 
1' adenovirus canin de type 2 ; cette d616tion supprime 

30 notamment le site d' initiation de la transcription d'ElA 
(situe en position 439 dans la sequence de Cav2 GenBank 
J04368) . 

Dans tous les cas, les adenovirus recombinants 
(replicatif s ou pseudo-replicatif s) conformes k 1' invention 
35 conservent les sequences de 1' ITR gauche indispensables k la 
replication, a 1' activation de la transcription (4 motifs 
GGTCA repetes situes entre les positions 62 et 99 dans le 
genome de Cav2) ainsi que les signaux d' encapsidation Ai de 
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type 5'TTTGN8CG-3' , et An a Ajx de type 5'-TTTA/G-3' {situ§s 
respectivement aux positions 197-200, 206-209, 213-216, 226- 
232, 239-242, 250-253, 258-261, 272-275 et 306-309 dans le 
genome de Cav2) . lis conservent 6galement la totality de la 
5 sequence codante d'ElA ainsi que des regions du gene El 
situ^es en aval de celle-ci (signal de polyadenylation d'ElA 
et region ElB) . 

Selon un mode de realisation pr6f6r6 d'un 
adenovirus recombinant conforme a 1' invention, il comprend en 
10 outre au moins une sequence h6terologue d' int6r§t ins6r6e 
dans son genome. 

Pour la construction d'un adenovirus recombinant 
conforme k ce mode de realisation, ladite sequence 
h6t6rologue sera, dans le cas d'un adenovirus replicatif, 
15 ins6r6e dans la region du genome correspondant a celle situee 
entre les positions 311 et 319 dans le genome de 1' adenovirus 
canin de type 2. 

Dans le cas d'un adenovirus pseudo-r6plicatif , 
ladite sequence het6rologue peut egalement etre inseree dans 
20 cette region, ou a tout autre endroit de la region du genome 
correspondant a celle situee entre les positions 311 et 499 
dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2. L' insertion 
dans cette region peut s'effectuer en lieu et place de la 
portion deiet6e ou ^ proximite de celle-ci. 
25 On peut egalement insurer une sequence 

heterologue dans un quelconque des sites qui sont 
habituellement utilises ^ cet effet pour la construction 
d' adenovirus replicatif s. insertion peut par exemple Stre 
effectu6e dans la r6gion E3, ou dans la region situee entre 
30 la region E4 et I'lTR droite, comme decrit dans le Brevet US 
6090393, ou dans la portion 3' de 1' ITR droite, comme decrit 
dans le Brevet US 5616326. 

On entend par « sequence heterologue », toute 
sequence autre que celle comprise entre les positions 311 et 
35 499 du genome dudit adenovirus sauvage. 

A titre d'exemples non-limitatif s, on peut 

citer : 
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- des genes codant pour un antigene vaccinal, par 
exemple les genes gag ou env du virus de 1' iininunodef icience 
f61ine (FIV) , la proteine S, M ou N du coronavirus felin, une 
proteine de capside de parvovirus canin ou felin, la 

5 glycoprot6ine G du virus de la rage ou la proteine Hap-1 de 
Leptospira sp., etc. 

- des genes correcteurs utilisables en th6rapie 
genique, par exemple celui de 1' erythropoietine (Epo) , du 
facteur de croissance de 1' endotheliun vasculaire (VEGF) , de 

10 la neurotrophine 3 (lSIT-3) ou du facteur atrial natriur6tique 
(ANF), etc. ; 

- des gfenes utilisables pour le traiteitient du 
cancer, par exemple celui de l'IL-2, de I'lFNy, etc. 

Des adenovirus recombinants confoinnes a 
15 1' invention peuvent en particulier §tre issus d' adenovirus de 
mammif^res, et notamment d' adenovirus canins, en particulier 
d' adenovirus canins de type 2 . 

Les adenovirus recombinants conformes k la 
pr6sente invention peuvent etre prepares par des techniques 
20 usuelles, bien connues en elles-memes de I'homme de I'art 
(cf . par exemple GRAHAM et PREVEC (Manipulation of Adenovirus 
Vectors, Methods Mol. Biol., 7, 109-128, 1991), notamment par 
des techniques comprenant : (i) la generation de genomes 
recombinants chez E.coli par des techniques classiques de 
25 double recombinaison homologue et (ii) la transfection des 
genomes recombinants ainsi obtenus dans des lignees 
cellulaires appropriees permettant 1* amplification desdits 
genomes et leur encapsidation dans des particules virales 
inf ectieuses . 

30 On pourra par exemple utiliser des techniques de 

recombinaison homologue chez E.coli^ telles que celles 
decrites par CHARTIER et al., (J. Virol., 70, 7, 4805-4840, 
1996) et dans le Brevet US 6110735 au nom de TRANSGENE ou 
bien celles decrites par CROUZET et al. (Proc. Nat. Acad. Sci. 

35 USA, 94, 1414-1419, 1997) . Ces proc6d6s sont bases sur une 
recombinaison homologue intermoieculaire entre une molecule 
d'ADN « receveuse » contenant le genome complet d'un 
adenovirus, et une molecule d'ADN « donneuse » comprenant une 
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Sequence het^rologue k insurer dans ledit genome, flanquee de 
sequences homologues a celles de la region du genome 
adenoviral oil I'on souhaite effectuer 1' insertion. La 
molecule receveuse est linearisee par clivage a un site de 
5 restriction unique dans le g§nome de 1' adenovirus, situe au 
niveau du site d' insertion. La selection des genomes 
recombinants repose ensuite sur la circularisation de la 
molecule receveuse . 

Ces precedes presentent done 1' inconvenient de ne 
10 pouvoir inserer ladite sequence h6t6rologue que dans une 
region comprenant un site de restriction unique dans le 
genome de 1' adenovirus . 

Les Inventeurs ont maintenant mis au point un 
proc6d6 d' insertion d'une sequence het6rologue dans un 
15 adenovirus, qui ne necessite pas la linearisation du genome 
de 1' adenovirus par clivage au niveau du site d' insertion 

Ce precede difffere de celui decrit par CHARTIER 
et al. en ce que : 

1) le fragment d'ADN heterologue (molecule 
20 donneuse) k inserer dans le genome de 1' adenovirus (molecule 

receveuse) , comprend un marqueur de selection permettant 
d' isoler les plasmides recombinants sur leur double 
resistance 1' ampicilline et a la kanamycine, et 

2) ledit fragment est co-trans forme avec une 
25 molecule receveuse, soit sous forme circulaire, soit sous 

forme linearisee par clivage au niveau d' un site de 
restriction situe en dehors du site d' insertion. 

En consequence, la presente invention a egalement 
pour objet un precede de preparation d'un adenovirus 

30 recombinant par recombinaison intermoieculaire homologue dans 
une cellule procaryote caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) introduction dans ladite cellule procaryote: 
(i) d'un plasmide comprenant le genome d'un adenovirus et un 

35 premier gene de selection ; et (ii) d'un fragment d'ADN 
prealablement linearise comprenant une sequence heterologue ct 
inserer dans ledit genome flanquee de sequences homologues ^ 
celles flanquant le site dudit plasmide ou doit s' effectuer 
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1' insertion, et incluant un second g6ne de selection, 
different du preinier ; et 

p) culture de ladite cellule procaryote dans des 
conditions selectives, afin de permettre la generation et la 
selection de cellules contenant des plasmides recombinants 
exprimant le premier et le second g^ne de selection, et 

y) isolement du genome dudit adenovirus 
recombinant a partir des cellules selectionnees • 

On entend par : « conditions selectives », des 
conditions de culture dans lesquelles le premier et le second 
agent de selection (par exemple antibiotique) sont presents k 
des concentrations ne pe3nnettant pas la multiplication des 
cellules non-transformees mais permettant la multiplication 
des cellules co-transformees . 

Selon un premier mode de realisation de 
1' invention, le plasmide utilise en a) est sous forme 
circulaire. 

Selon un second mode de realisation de 
1' invention, le plasmide utilise ^ l'6tape a) est 
pr6alablement linearise par clivage au niveau d'un site de 
restriction situe a I'exterieur du site d' insertion. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 
1' invention, le premier et/ou le second g^ne de selection est 
un g^ne de resistance k un antibiotique, par exemple un g^ne 
de resistance ^ 1' ampicilline ou k la kanamycine, 

Selon encore un autre mode de realisation de 
1' invention, le second gene de selection est entoure de 
2 sites de restriction, identiques ou differents, absents 
dans le genome de 1' adenovirus utilise a I'etape a) ; un tel 
gene de selection peut ainsi etre excise de la sequence du 
genome de 1' adenovirus recombinant par digestion au niveau de 
ces sites. 

Avantageusement, le precede conforme k 
1' invention comprend, apres la preparation du genome 
recombinant selon les etapes a) k y) ci-dessus, une etape 
additionnelle de transfection du genome recombinant dans une 
lignee cellulaire appropriee permettant 1' amplification dudit 
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genome et son encapsidation dans des particules virales 
infectieuses . 

Pour preparer des adenovirus recombinants 
conformes k 1' invention, on peut utiliser des lignees 
5 cellulaires connues en elles-memes de I'homme de I'art (cf. 
par exemple GRAHAM et PREVEC, precite), exprimant la region 
El de 1' adenovirus, et eventuellement la region E4 de 
1' adenovirus, lorsque cette derniere a §te alt^ree par 
insertion d' une sequence heterologue d'interet, Parmi les 

10 lignees utilisables, on peut citer notairanent des lign6es 
humaines telles que la lign6e 293 (GRAHAM et al., J. Gen. 
Virol., 36, 59-74, 1977) et des lignees canines telle que la 
lign6e DK/El-28 (KLONJKOWSKI et al., Hviman Gene Therapy, 
pr6cit6) . Avantageusement, on pourra utiliser une nouvelle 

15 lign6e construite par les Inventeurs, qui est modifi6e par 
1' insertion d'un fragment constitu6 par la sequence 
correspondant 4 celle qui s'6tend des positions 439 k 3595 du 
genome de 1' adenovirus canin de type 2 (GenBank J04368) ; une 
telle lignee ne comprend pas les sequences situ6es en amont 

20 de la position 439, qui sont presentes dans les lign6es de 
I'art ant6rieur mentionnees ci-dessus. 

De mani^re pr§f6ree, ladite lignee cellulaire est 
d'origine canine. 

L' invention a en outre pour objet des plasmides 

25 et des molecules d'acide nucleiques utilisables pour la 
preparation du genome d'un adenovirus recombinant conforme a 
1' invention, notamment un adenovirus canin, ainsi que lesdits 
genomes recombinants, susceptibles d' Stre obtenus par les 
precedes tels que definis ci-dessus. 

30 L' invention a en particulier pour objet les 

molecules d'acide nucleique et les plasmides suivants : 

- toute molecule d' acide nucl6ique s61ectionn6e 
dans le groupe constitu6 par : 

a) une molecule d'acide nucl6ique repr6sentant le 
35 g6nome d'un adenovirus recombinant conforme ^ 1' invention tel 

que d§fini ci-dessus ; 

b) une molecule d'acide nucl6ique constitute par 
un fragment de la molecule a) ci-dessus, comprenant entre 10 
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et 1000 pb, de preference au moins 300 pb, de la sequence de 
1' adenovirus replicatif d' origins situee en amont de la 
portion deletee et entre 10 et 5000 pb, de preference entre 
10 et 1000 pb, de maniere pref6ree au moins 300 pb, de la 
5 sequence de 1' adenovirus replicatif d'origine situee en aval 
de la portion deletee ; une telle molecule peut comprendre en 
outre tout ou partie d'une sequence heterologue inseree en 
lieu et place de la portion deletee ou a proximite de celle- 
ci. 

10 - tout vecteur d'acide nucleique, notamment tout 

plasmide, contenant une molecule d'acide nucieique a) ou b) 
telle que d^finie ci-dessus, 

L' invention a en outre pour objet les adenovirus 
recombinants conformes k 1' invention pour une utilisation 

15 comme medicament. 

L' invention a notamment pour objet 1' utilisation 
des adenovirus conformes ^ 1' invention, pour la preparation 
de compositions iramunogenes ou vaccinales, ou de medicaments 
destines ^ la therapie genique ou au traitement du cancer, 

20 ainsi que pour la production de proteines recombinantes • 

De maniere preferee, ledit medicament ou ladite 
composition sont destines a etre administres chez un 
carnivore domes tique ou sauvage, notamment le chat, le chien 
ou le renard, ou bien chez 1' Homme. 

25 Les adenovirus recombinants conformes ^ 

1' invention sont particulierement bien adaptes aux 
utilisations therapeutiques, par exemple vaccinales, chez 
I'homme et 1' animal. En effet, contrairement aux adenovirus 
recombinants non-replicatif s dont le genome est present en 

30 faible nombre de copies par cellule et rapidement eiimine 
dans les cellules en division active, les adenovirus 
recombinants conformes k 1' invention, replicatif s ou 
pseudoreplicatif s, se multiplient de fagon importante dans le 
noyau des cellules transduites permettant de transduire 

35 efficacement aussi bien des cellules quiescentes que des 
cellules en division active comme les cellules tumorales. En 
outre, les adenovirus pseudo-replicatif s conformes ^ 
1' invention qui ne produisent aucune particule infectieuse 
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pr6sentent une grande bios6curit6 et permettent en outre 
d' induire une forte reponse immune lors d' injections de 
rappel . 

Des adenovirus recombinants conformes a 
5 1' invention , par exemple ceux derives de 1' adenovirus canin, 
ont des applications pour la vaccination et le traitement du 
cancer chez les carnivores domestiques ou sauvages, notamment 
le chat, le chien ou le renard. En outre, du fait d'un 
tropisme d'hote propre, ces adenovirus canins peuvent etre 
10 utilises en th6rapie g6nique humaine, pour cibler des tissus 
differents de ceux qui peuvent Stre transduits par les 
vecteurs humains, par exemple des cellules du systeme nerveux 
central . 

La pr6sente invention sera mieux comprise a 
15 I'aide du complement de Description qui va suivre, qui se 
r6f6re A des exemples non-limitatif s illustrant la 
construction et la preparation d'un adenovirus recombinant 
conforme k 1' invention, et son utilisation pour 1' expression 
de gdnes d'int6r§t, notamment pour la vaccination. 
20 EXEMPLE 1: CONSTRUCTION DES ADENOVIRUS CAV 311-319, CAV 311- 
439 ET CAV 311-401 

1) Construction des plasmides reconibxnaiits 

Les plasmides suivants ont et6 construits en 
utilisant les protocoles classiques de preparation, de 
25 clonage et d' analyse de I'ADN tels que ceux d6crits dans 
Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL^ 
2000f Wiley and son InCr Library of Congress^ USA) 
a) Plasm±de pCav2 contenani: la sequence coxople'te du genome de 
1* adenovirus canln de type 2 (Cav2) 

30 Ce plasmide est construit par recombinaison 

homologue dans JE. coli, de manidre analogue au proc6de de 
preparation d' adenovirus humains^ d6crit dans CHARTIER et 
al., pr6cit6. 

Les principales 6tapes de construction de ce 
35 plasmide sont pr6sent6es ^ la Figure 1. 

De mani^re plus precise,, les extr6mites gauche et 
droite du genome de la souche Manhattan de Cav2 correspondant 
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aiix sequences des positions 1 k 1060 (fragment A) et 29323- 
31323 (fragment B) sent amplifi^es s§parement par PGR a 
partir de I'ADN genomique de la souche Manhattan de Cav2 
(APPEL et al., Am. J. Vet. Res., 34, 543-550, 1973), k I'aide 
des amorces suivantes : 
Fragment A 

5'-TTGGCGCGCCCATCATCAATAATATACAGGAC-3' (SEQ ID NO: 1) 
5'-GCTCTAGACCTGCCCAAACATTTAACC-3' (SEQ ID NO: 2) 
Fragment B 

5'-TTGGCGCGCCCATCATCAATAATATACAGGAC-3' (SEQ ID NO: 1) 
5'-GCTCTAGAGGGTGATTATTAAC7lACGTC-3' (SEQ ID NO: 3) 

Les fragments A et B obtenus sont clones 
s6par6ment dans le plasmide pCR2.1 (TA Cloning System, 
INVITROGEN) pour donner respectivement les plasmides 
pCR2.1/ITR gauche et pCR2.1/ITR droit. Le plasmide pCR2.1/ITR 
gauche est dig6r§ par BamHI et Xbal et le fragment de 1111 pb 
ainsi gener6 est clone entre les sites BamHI et Xbal du 
plasmide pPolyll Amp^ (GenBank M18128, LATHE et al.. Gene, 
57, 193-201, 1987) pour donner le plasmide denomme 
pPolyll/ITR gauche, Le plasmide pCR2.1/ITR droit est cliv6 
par BamHI, traite par la polymerase de Klenow, puis cliv6 par 
Xbal ; le fragment de 2052 pb ainsi g6n6r6 est clon6 entre 
les sites Xbal et PvuII du plasmide pPolyll/ITR gauche pour 
donner le plasmide pPolyll • ITRs .Cav2 . Ce plasmide contient 
25 les extremit6s gauche et droite du genome de la souche 
Manhattan de Cav2 clon6es sous forme d'un fragment AscI-AscI 
de 3073 pb comprenant un site Xbal en position 1066 dudit 
fragment, permettant de lin6ariser le plasmide au niveau du 
site d' insertion de I'ADN. 
30 L'ADN genomique de la souche Manhattan de Cav2 et 

I'ADN de pPolyll . ITRs.Cav2 Iin6aris6 au site Xbal sont co- 
transformes dans la souche d' E. coll BJ5183 recBC sbcBC 
(HANAHAN et al., J. Mol. Biol,, 166, 557-580, 1983). Un 
plasmide recombinant de 33425 pb, d6nomm6 pCav2, est isol6 cl 
35 partir des colonies r6sistantes ^ 1' ampicilline. 

Le plasmide pCav2 contient le genome complet de 
Cav2 (souche Manhattan) clone sous forme d'un fragment de 
31331 pb flanque de deux sites AscI qui sont uniques dans ce 
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plasmidB/ ces sites etant absents dans le genome de Cav2 
(souches Manhattan et Toronto) ainsi que dans celui de la 
souche d' adenovirus ovin OAV. 
b) Plasmxdes navet;'bes 

5 bi) pNavette/311-439,CMVeGFP 

Ce plasmide de 6111 pb derive du plasmide 
pBluescript KS (STRATAGENE) par insertion des sequences de 
Cav2 en amont et en aval de la d616tion 312-438 (UpRecSeq 1- 
311 et DownRecSeq 439-1060)^ de part et d' autre d'une 
10 cassette d' expression du gene rapporteur GFP. 

Ce plasmide est construit selon les 6tapes 

suivantes : 

1**) un fragment' C correspondant k la sequence des 
positions 1 a 311 (UpRecSeq) de Cav2, est amplifie par PGR a 
15 I'aide des amorces : 

5'-TTGGCGCCCATCATCAATAATATACAGGAC-3' (SEQ ID NO: 1) 
5'-CCGACGTCGACCATAAACTTTGACATTAGCCG-3 (SEQ ID NO: 4). 

Le produit d' amplification PGR est clone dans le 
plasmide pCR2 . 1 pour donner le plasmide pCR2 . 1/UpRecSeq (1- 
20 311) . 

2**) un fragment D correspondant k la sequence des 
positions 439 k 1060 (DownRecSeq) de Cav2, est amplifi6 par 
PGR A I'aide des amorces : 

5'-GGTCTAGAGGGAAGATGTGGAAGAGGAATAGAGTGTTG-3' (SEQ ID NO: 5) 
25 5'-GGTGTAGAGGTGGCGAAAGATTTAAGG-3' (SEQ ID NO: 2). 

Le produit d' amplification PGR est clon6 dans le 
plasmide pGR2.1 pour donner le plasmide pGR2 . 1 /DownRecSeq 
(439-1060) . 

3"*) un fragment E d' environ 2050 pb contenant le 
30 promoteur precoce du cytomegalovirus, un intron, la sequence 
codante de I'eGFP {enhanced Green Fluorescent Protein) et un 
signal de polyadenylation, est obtenu selon les etapes 
suivantes : 

Le plasmide pEGFP-1 (GLONTEGH) est clive par 
35 BamHI, traits avec la polymerase de Klenow puis dig^re par 
Not I ; le fragment de 7 41 pb ainsi obtenu est clon6 entre les 
sites Xhol (pr61ablement r6pare par traitement avec la 
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polymerase de Klenow) et Not I du plamide pCI (PROMEGA) , pour 
donner le plasmide pCMVeGFP. 

Le plasmide pCMVeGFP est ensuite clive par Bglll, 
traite avec la polymerase de Klenow puis digere par BamHI 
5 pour g6n6rer un fragment de 2050 pb (fragment E) . 

4'') Le fragment E est insere entre les sites Smal 
et BamHI du plasmide pBLUESCRIPT KS pour donner le plasmide 
pKS/CMVeGFP. Le plasmide pCR2 . 1/UpRecSeq (1-311) est clive par 
Kpnl et Sail et le fragment de 371 pb ainsi obtenu (fragment 

10 C) est clone entre les sites Kpnl et Sail du plasmide 
pKS/CMVeGFP^ pour donner le plasmide pKS/CMVeGFP-C. Le 
plasmide pCR2 . 1/DownRecSeq (439-1060) est cliv6 par Xbal et le 
fragment de 650 pb ainsi obtenu (fragment D) est ins6r6 au 
site Xbal du plasmide pKS/CMVeGFP-C^ pour donner le plasmide 

15 d6nomm6 pNavette 311-439/CMVeGFP. 

b2) pNavette 311-401/CMVeGFP 

Le plasmide navette pNavette 311-401/CMVeGFP est 
construit k partir du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP, 
selon les 6tapes suivantes : 
20 La sequence 401-1060 (DownRecSeq) est amplifi6e 

par PGR ^ I'aide des amorces : 

5'-GATAAGGATCACGCGGCCTTAAATTCTCAG-3' (SEQ ID NO: 6) 
5'-GCTCTAGACCTGCCCAAACATTTAACC-3' (SEQ ID NO: 2). 

Le produit d' amplification PCR est clone dans le 
25 plasmide pCR2.1 pour donner le • plasmide 

pCR2.1/DownRecSeq(401-1060) . 

Ce plasmide pCR2 . 1/DownRecSeq (401-1060) est 
diger6 par EcoRI puis traits par la polymerase de Klenow et 
le fragment 401-1060 ainsi obtenu est substitue au fragment 
30 439-1060 du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP prealablement 
dig6r6 par Xbal puis trait6 par la polymerase de Klenow, pour 
donner le plasmide pNavette 311-401/CMVeGFP. 
B3) pNavette 311-319/CMVeGFP 

Le plasmide navette pNavette 311-319/CMVeGFP est 
35 construit ^ partir du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP, 
selon les 6tapes suivantes : 
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La sequence 319-1060 (DownRecSeq) est amplifiee 
par PGR ^ I'aide des amorces : 

5'-GATAAGGATCAACAGAAACACTCTGTTCTCTG-3' (SEQ ID NO: 7) 
5' -GCTCTAGACCTGCCCAAACATTTAACC-3' (SEQ ID NO: 2). 
5 Le produit d' amplification PGR est clon6 dans le 

plasmide pCR2.1 pour -donner le plasmide 

pGR2.1/DownRecSeq (319-1060) . 

Ce plasmide pGR2 • 1/DownRecSeq (319-1060) est 
dig^re par EcoRI puis trait6 par la polymerase de Klenow et 
10 le fragment 319-1060 ainsi obtenu est substitu6 au fragment 
439-1060 du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP pr6alablement 
dig6re par Xbal puis traite par la polym6rase de Klenow, pour 
donner le plasmide pNavette 311-319/CMVeGFP. 
b4) Plasmide navette pNavette 311-439/CMVeGFP/Kana 
15 Ce plasmide de 7027 pb d6riv6 du plasmide 

pNavette 311-439/C^4VeGFP par clonage au site Pmel d'une 
cassette d' expression d'un g^ne de resistance k la kanamycine 
en orientation oppos6e k celle de la cassette de la GFP, est 
obtenu selon les 6tapes suivantes : 
20 La phase codante du gdne Kana est amplifiee par 

PGR A partir du plasmide pET-29a(+) (NOVAGEN) k I'aide des 
amorces : 

5'-AGCTTTGTTTAAACGGCGCGGGGGGATTTTGGTGATGAAG-3'' (SEQ ID NO: 8) 
5'-CCGGCGCGCCGTTTAAACA7y^GCTATCCGCTCATGAA-3' (SEQ ID NO: 9). 

25 Le produit d' amplification PGR est clone dans le 

plasmide pGR2 . 1 pour donner le plasmide pGR2 . 1-Kana/PmeI . Le 
plasmide pGR2 . 1-Kana/PmeI est cliv6 par EcoRI, traite par la 
polymerase de Klenow et le fragment d' environ 959 pb 
contenant la phase codante du gene Kana est insere au site 

30 EcoRV du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP pour donner le 
plasmide pNavette 311-439/GMVeGFP/Kana . 

Ce plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP/Kana 
repr6sent6 a la Figure 2, qui contient un gene de resistance 
a un antibiotique, clon6 entre les s6quences ad§novirales 

35 cibles de la recombinaison, en amont de la sequence 
h6t§rologue ^ inserer, permet avantageusement de s61ectionner 
les recombinants qui sont r6sistants a la fois ^ 
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1' ampicilline et k la kanamycine. En outre, le gene Kana qui 
est ensuite excise du plasmide recombinant par digestion au 
niveau des 2 sites Pmel, est absent de la sequence de 
1' adenovirus recombinant genere a partir de ce plasmide. 

5 b4) Plasmide navette pPoly II 311-439/CiyiVeGFP/Kana (Figure 2) 

Ce plasmide de 6332 pb est obtenu par clonage 
entre les sites Kpnl (position 42) et PvuII (position 63) du 
plasmide pPoly II, du fragment Kpnl- PvuII de 4292 pb du 
pNavette 311-439/CMVeGFP, comme illustr6 k la Figure 2. 
10 c) Plasxoide pCav 311-439/C^e6FP 

Ce plasmide est obtenu par recombinaison 
homologue dans la souche d'E. coli BJ5183 selon les 
2 alternatives cl et c2 suivantes, illustr6es respect ivement 
par les Figures 3 et 4 : 

15 Cl) recombinaison de pNavette 311-439/CMVeGFP. Kana avec le 
plasmide pCav2 sous forme circulaire (Figure 3) 

1) la mol§cule donneuse contenant les sequences 
de recombinaison amont (UpRecSeq 1-311) et aval (DownRecSeq 
439-1060) et les cassettes CMVeGFP et Kana est prepar6e ci 

20 partir du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP. Kana par 
digestion avec les enzymes de restriction Kpnl et EcoRV, 

2) le fragment obtenu en 1) et le plasmide pCav2 
(Amp^) sous forme circulaire sont co-transf ormes dans la 
souche d'E. coli BJ5183, et 

25 3) les plasmides recombinants sont isol6s sur le 

critfere de la double resistance ' a 1' ampicilline et a la 
kanamycine. La sequence de I'un d' entre eux, pCav 311- 
439/CMVeGFP, Kana est confirm6e par restriction enzymatique et 
par s6quen<jage, 

30 4) la cassette Kana est ensuite excis6e par 

digestion avec 1' enzyme de restriction Pmel, de fagon ^ 
obtenir le plasmide pCav 311-439/CMVeGFP contenant le g6nome 
de Cav2 d61§t6 de la sequence 312-438 qui est substitute par 
une cassette d' expression de la GFP. 



wo 2004/033696 



/FR2003/002964 



19 

C2) recombinaison de pPolyll 311-439/CMVeGFP>Kana avec le 
plasmide pCav2 prealablement Iin6aris6 en dehors du site 
d' insertion (Figure 4). 

1) la molecule donneuse est pr6par6e a partir du 
5 plasmide pPolyll 311-439/CMVeGFP.Kana par digestion avec 

1' enzyme de restriction Swa I, 

2) le plasmide pCav2 est Iin6aris6 par clivage au 

site Pvul, 

3) le fragment obtenu en 1) et le plasmide pCav2 
10 linearise obtenu en 2' ) sont co-trans formes dans la souche 

d'E. coli BJ5183, et 

4) les plasmides recombinants sont isol6s sur le 
crit^re de la double resistance k 1' ampicilline et a la 
kanamycine. La sequence de I'un d'entre eux^ pCav 311- 

15 439/CMVeGFP.Kana est confirmee par restriction enzymatique et 
par s^quengage. 

5) la cassette Kana est ensuite excis6e par 
digestion avec 1' enzyme de restriction Pmel, de fagon k 
obtenir le plasmide pCav 311-439/CMVeGFP contenant le g6nome 

20 de Cav2 d61et6 de la sequence des positions 312-438 qui est 
substitute par une cassette d' expression de la GFP. 
d) Plasmide pCav 311-401/CMVe6FP 

Le plasmide pNavette 311-401/CMVeGFP est dig6r6 
par Kpnl et Swal et le fragment de 3167 pb ainsi obtenu et le 

25 plasmide pCav 311-439 CMVeGFP Iin6aris6 au site Pmel sont co- 
transform6s dans la souche d'E. coil BJ5185. Le plasmide 
recombinant pCav 311-401 CMVeGFP g6n6r6 par recombinaison 
homologue, est s61ectionn6 sur le crit^re de la double 
resistance ^ 1' ampicilline et k la kanamycine. 

30 d) Plasmide pCav 311-319/CMVe6FP 

Le plasmide pNavette 311-31 9/CMVeGFP est dig6r6 
par Kpnl et Swal et le fragment de 324 9 pb ainsi obtenu et le 
plasmide pCav 311-439 CMVeGFP linearise au site Pmel sont co- 
transform6s dans la souche d'E. coii BJ5185. Le plasmide 
35 recombinant pCav 311-319 CMVeGFP gener^ par recombinaison 
homologue, est select ionn6 sur le crit^re de la double 
resistance k 1' ampicilline et a la kanamycine. 
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2) Production des virus recQxabinants 

Les plasmides pCav 311-439/CMVeGFP, pCav 311- 
401/CMVeGFP ou pCav 311-319/CMVeGFP sont dig^res par 1' enzyme 
de restriction AscI af in d' exciser les sequences du genome de 
1' adenovirus recombinant. Le genome adenoviral excise est 
ensuite transfecte dans la lignee cellulaire canine DK/El-28 
qui exprime constitutivement la region El de Cav2 
(KLONJKOWSKI at al.. Human Gene Therapy, precite) , en 
presence de Lipof ectamine (GIBCO) , selon les techniques 
usuelles , bien connues en elles memes de I'homme de l^art 
(cf . par exemple GRAHAM et PREVEC, precite) . Lorsqu'un effet 
cytopathique est observe, le virus est recolte a partir des 
cellules transfect6es, puis amplifie dans la meme lignee 
cellulaire DK/El-28 et purifi6 par centrifugation sur un 
gradient de chlorure de c6sium, selon un protocole classique^ 
tel que d6crit par exemple dans GRAHAM et PREVEC, pr6cite. 

La sequence g6nomique des virus Cav 311- 
439/CMVeGFP, Cav 311-401/CMVeGFP et Cav 311-319/CMVeGFP est 
confirmee par restriction enzymatique et par sequengage 
partiel de I'ADN viral extrait des cellules DK/El-28 
infect§es, pr6par6 selon la technique de HIRT (J. Mol, Biol., 
26, 365-369, 1967) . Les preparations de virus Cav 
recombinants sont titr6es par dilution limite en plaque a 96 
puits, selon la methode de SPEARMAN et KARBER {Virology 
Methods Manual^ Brian W J Mahy and Miliar O Kangro^ 1996 r 
Academic Press, Harcourt Brace & Company) . Le titre en 
TCIDso/ml obtenu par cette m§thode est Equivalent au titre en 
ufp/ml obtenu par la methode des plages sur cellules DK, 
selon le protocole d§crit dans KLONJKOWSKI et al., precit6. 
Les r6sultats obtenus sont les suivants : 
- les virus Cav 311-439/CMVeGFP, Cav 311- 
401/CMVeGFP, Cav 311-319/CMVeGFP isol6s pr6sentent un profil 
de restriction et une sequence conformes ^ ceux attendus, 

les virus Cav 311-439/CMVeGFP, Cav 311- 
401/CMVeGFP et Cav 311-319/CMVeGFP purifies pr6sentent un 
titre d' environ 10^'^ ufp/ml. 
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EXEMPIiE 2 : CARACTERISATION DU VIRUS HECC^fflXNANT CAV 311-439 

1) Analyse de l^efficacxte de transduction et de I'effet: 
cytopathigue de Cav 311-439 CMVeGFP dans les cellules felines 
et canines 

Des lignees de cellules canines (DK/El-28 et DK) 
ou felines (CRFK) sont infect^es par le virus Cav 311-439 
CMVeGFP/ S une multiplicity infection de 10 ufp/cellule. 
Des cellules non-inf ect6es et des cellules infect6es par le 
virus Cav de type sauvage (Cav2) sont utilis6es comme t6moin. 

3 et 5 jours apres 1' infection, la pr6sence d'un 
effet cytopathique (ECP) est analysee par observation des 
cellules infect^es au microscope optique. En outre, 
1' expression du transg^ne dans les cellules infectees par le 
virus Cav 311-439 CMVeGFP est confirmee par detection de la 
GFP en microscopie de fluorescence. 



Les r^sultats de cette experience sont pr6sentes 
dans les Tableaux I et II ci-dessous : 

TABLEAU I 



Virus 


DK 


DK/El-28 


CRFK 


Cav 311-439 CMVeGFP 




++ 




Cav 


+ 


++ 




Temoin 









TABLEAU II 



Cellules Infectees par Cav 311-439.CMVeGFP 


ECP 


GFP 


DK 




+ 


DK/E1-28 


++ 


+++ 



Ces resultats montrent que : 

- un niveau d' expression 61ev6 du transg^ne est 



observ6 dans les cellules infectees par le virus Cav 311-439 
CMVeGFP, et 

- aucun effet cytopathique n''est observ6 dans les 
cellules canines non modifiees (cellules DK) ou felines 
infectees par ce virus Cav 311-439 CMVeGFP ; un effet 
cytopathique important est observe uniquement dans les 
cellules canines exprimant la region El infectees par ce 
virus Cav311-439 CMVeGFP, 

dans les contrdles, un effet cytopathique 
important est observ6 dans les cellules canines (DK et DK/El- 
28) infectees par le Cav de type sauvage (Cav2), et aucun 
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effet cytopathique n'est observe dans les cellules felines 
infect6es par le Cav2. 

Les resultats de ces experiences montrent que les 
virus Cav 311-439 sont capables de transduire tr^s 
efficacement les cellules sans induire d' effet cytopathique 
dans les cellules canines qui sont permissives a la 
replication des adenovirus canins de type sauvage, ainsi que 
dans les cellules felines. 

2) Analyse de la replication de Cav 311-439 CMVeGFP dans les 
cellules felines et canines 

Des lignees de cellules canines (DK/El-28 et DK) 
ou felines (CRFK) sont infect^es par le virus Cav 311-439 
CMVeGFP, k une multiplicite d' infection de 10 ufp/cellule, 
Des cellules non-inf ect6es et des cellules infectees par le 
virus Cav de type sauvage sont utilis6es coinine t6moins. 

2, 24, 48 et 72 heures apr6s 1' infection^ les 
cellules sont r6colt6es et centrif ugees . L'ADN viral 
intracellulaire est pr6par6 selon la technique de HIRT (J. 
Mol. Biol., 26, 365-369, 1967), digere par 1' enzyme EcoRI^ 
puis visualise sur gel d' agarose aprfes migration 
61ectrophor6tique . 

Les resultats sont present6s k la Figure 5 : 

L6gende de la Figure 5 : I'ADN viral extrait de 
cellules felines (CRFK) ou canines (DK, DK/El-28) ^ 
diff6rents temps apr^s 1' infection (2, 24, 48 et 72 heures) 
par 1' adenovirus Cav 311-439 .CMVeGFP est diger6 par EcoRI et 
analyse en gel d' agarose. La lignee DK/El-28 qui exprime la 
region El de 1' adenovirus est utilis6e comme t6moin positif 
de la replication. 

Ces resultats montrent que : 

- le virus Cav 311-439 CMVeGFP replique son 
genome dans les lign6es canines et felines test6es, 

- le niveau de replication est plus important 
dans les cellules canines que dans les cellules felines, 

- le pic de replication est atteint ci 24 heures 
dans les cellules DK/El-28 et a 48 heures dans les cellules 
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DK, vraisemblablement en raison de 1' expression cellulaire de 
la region El dans les cellules DK/El-28. 

Par comparaison, dans les cellules temoins 
infect6es par le virus Cav de type sauvage, on observe une 
5 quantity similaire d'ADN genomique dans les 3 lign^es 
cellulaires . 

Les r6sultats de cette experience demontrent que 
la deletion 311-439 n'affecte pas la replication de 
1' adenovirus canin: les vecteurs portant cette deletion (Cav 
10 311-4 39 CMVeGFP) se comportent comme les adenovirus sauvages 
en ce qui concerne la replication de leur genome dans des 
cellules canines ou felines. 

3) Analyse de la production de particules virales dans les 
cellules canines infectees par le virus Cav 311-439 > CMVeGFP 

15 Des lignees de cellules canines DK sont infectees 

par le vecteur Cav 311-439 CMVeGFP, ^ une multiplicite 
d' infection de respectivement 0,1, 1 et 10 ufp/cellule. Des 
cellules non-infectees et des cellules infectees par le virus 
Cav de type sauvage sont utilisees comme temoin. 

20 Les cellules infectees sont recoltees 2 heures et 

6 jours apres 1' infection, lysees par plusieurs cycles de 
congelation et de decongeiation. Le lysat cellulaire est 
titre par la technique des dilutions limites precitee. 

La quantite de virus presente dans les cellules, 

25 exprimee en ufp/ml, est presentee dans le Tableau III ci- 
dessous • 



TABLEAU III 



virus 


Temps 


0,1 ufp/cellule 


1 ufp/cellule 


10 ufp/cellule 


Cav 311-439 


JO 


< 10 




10' 


J6 


<10^'« 


10^ 


10 ^« 


Cav 


JO 


10* 


10' 


lO''" 


J6 


10'-* 


-,0 6.8 


10®*" 



Ces resultats montrent que le virus Cav 311-439 
ne produit pas de particules virales infectieuses dans les 
30 cellules canines n'exprimant pas la region El comme les 
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cellules DK : le cycle viral de Cav 311-439 est abortif dans 
les cellules canines. 

4) Vaccination de chats conventionnels avec le virus Cav 311" 
439 

Des groupes de chats sont inocules par voie 
intramusculaire avec les doses suivantes de Cav 311-439 : 
groupe 1 (n=2) : 9,6 lO'' pfu 
groupe 2 (n=2) : 9,6 10^ pfu 
groupe 3 (n =2 ) : t^moin. 

A J14, J21 et J31, les anticorps s§riques anti- 
eGFP sont titr6s par ELISA. 

Les r6sultats sont pr6sent6s A la Figure 6. 

L6gende de la Figure 6 : Titres en anticorps 
s6riques anti-eGFP (Ac) chez le chat, aux jours Jl , JIA, J21 
et J31 apr^s 1' inoculation de diff6rentes doses du virus Cav 
311-439. CMVeGFP: -■- 9,6 lO'' ufp/ml (ufp: unites formant 
plage), 9,6 lO"' ufp/ml, 9,6 10^ ufp/ml, •••Q-'- 9,6 

10^ ufp/ml. 

Ces resultats montrent qu'une seule injection de 
Cav 311-439 permet d' induire chez le chat une r6ponse immune 
(humorale) specif ique du gdne d'interet. 

EXEMPLE 3: CONSTRUCTION D*UNE LXGNEE D' ORIGINS CANINE 
EXPRIMANT CONSTITUTIVEMENT LA REGION El DE CAV2 . 

Une nouvelle lign6e exprimant la r6gion El est 
construite ^ partir de la lignee DK (lignee immortalisee de 
cellules de rein de chien; ATCC CRL 6247) en suivant les 
6tapes suivantes : 

La sequence des positions 439 a 3595 de Cav2 
(souche Manhattan) est amplifi6e par PGR k I'aide des amorces 
suivantes : 

5'-CGGCCGACTCTTGAGTGCGCAGCGAGA-3' (SEQ ID NO: 10) 
5'-GGCGCGCCGAGAGACAACGCTGGACACGG-3' (SEQ ID NO: 11) 

Le produit d' amplification PCR est clon6 dans le 
plasmide pCR2.1 pour donner le plasmide pCR2.1/El. 

Le plasmide pTRE (CLONTECH) est dig6r6 par BamHI, 
trait6 par la polymerase de Klenow et recircularis6 pour 
donner le plasmide pTRE/dl BamHI. 
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Le plasmide pCR2.1/El est diger6 par EcoRI, le 
fragment de 3187 pb ainsi obtenu est clone au site EcoRI du 
plasmide pTRE/dl BamHI pour donner le plasmide pTRE El Cav2. 

Ce plasmide pTRE El Cav2 contient la sequence 
5 codante de le proteine ElA sous le controle d' un promoteur 
CMV minimxam et d' Elements de reponse de l'op6ron Tet (Tet- 
Responsive Element ou TRE) , les sequences codantes des 
proteines ElB (133R et 438R ; SHIBATA et al. , Virology^ 172^ 
460-467^ 1989) sous le controle de leur propre promoteur et 
10 les propre signaux de polyadenylation de ces sequences. 

A partir du pTRE El Cav2^ une lign6e exprimant la 
region El est obtenue de mani^re analogue ^ la lign6e DK/El- 
28 (KLONJKOWSKI et al., pr6cit6) . 

De mani^re plus precise, les cellules DK sont co- 
15 transfectees k I'aide du plasmide pTRE El Cav2 Iin6aris6 au 
site Aatll et du plasmide pTK-Hyg (CLONTECH) Iin6aris6 au 
site Asel. Des clones sont s61ectionn6s en presence 
d' hygromycine (150 jig/ml) puis analyses par Southern blot. 
Northern blot, RT-PCR et Western blot. 4 clones exprimant la 
20 region El (ElA et ElB) , capables de produire ef f icacement les 
vecteurs d616t6s selon 1' invention ont ete isoles. 
EXEMPLE 4 : XMblONISATION DE SOURIS AVEC LE VIRUS CAV 311-319 

Des souris reparties en trois groupes ont ete 
inocul6es par voie intramusculaire avec la dose de 10® pfu 
25 des virus suivants : . . . 

Groupe 1 (n=4) : Cav 311-319 eGFP 
Groupe 2 (n=4) : Cav 311-319 CONTROL 
Groupe 3 (n=l) : temoin non inocul6. 

Le virus Cav 311-319 CONTROL est isogenique au 
30 virus Cav 311-319 eGFP a 1' exception du gene heterologue 
insere (a la place du g6ne codant pour la GFP est ins6r§ un 
gene h6t6rologue codant pour une proteine ne presentant pas 
de parents antigenique avec la GFP) . 

A Jl f les anticorps s§riques anti eGFP produits 
35 par les souris inoculees ont 6t6 titres par Elisa. 

Les r6sultats sont pr6sentes k la figure 7. 
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L6gende de la figure 7 : DO ^ 405 nm aux 
diff^rentes dilutions (de 1 a 8, respectivement 1/5^ 1/15, 
1/45, 1/135, 1/405, 1/1215, 1/3645 et 1/10935) des serums de 
souris des groupes : eGFP (♦), CONTROL (■) et temoin (A). 
5 Ces resultats montrent qu'une seule injection de 

Cav 311-319 permet d' induire chez la souris une reponse 
immune (humorale) specif ique du g6ne heterologue insere dans 
cet adenovirus . 
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REVENDICATIONS 

1) Adenovirus recombinant susceptible d'etre 
obtenu k partir d'un adenovirus r6plicatif par deletion de 
tout ou partie de la region du genome dudit adenovirus 

5 replicatif correspondant ^ celle situee, dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 (GenBank J04368) , entre les 
positions 311 et 499, ladite deletion comprenant tout ou 
partie de la region du genome de 1' adenovirus replicatif 
d'origine correspondant a celle situee entre les positions 
10 311 et 401 dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2, 

2) Adenovirus recombinant selon la revendication 
1, caracterise en ce que la portion deietee est constituee 
par tout ou partie de la region du genome de 1' adenovirus 
replicatif d'origine correspondant a celle situee entre les 

15 positions 311 et 319 dans le genome de 1' adenovirus canin de 
type 2. 

3) Adenovirus recombinant selon la revendication 
1, caracterise en ce que la portion deietee comprend tout ou 
partie de la region du genome de 1' adenovirus replicatif 

20 d'origine correspondant cl celle situee entre les positions 
318 et 401 dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2. 

4) Adenovirus recombinant, selon la revendication 
3, caracterise en ce que la portion deietee comprend en 
outre : 

25 - tout ou partie de la region du - genome de 

1' adenovirus replicatif d'origine correspondant k celle 
situee entre les positions 311 et 319 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 ; et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de 
30 1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 

situee entre les positions 400 et 439 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 ; et/ou 

- tout ou partie de la region du g6nome de 
1' adenovirus replicatif d'origine correspondant k celle 

35 situee entre les positions 438 et 499 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2, 
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5) Adenovirus recombinant selon une quelconque 
des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu' il comprend en 
outre une sequence h6t§rologue d' interet inseree dans son 
g6nome . 

5 6) Adenovirus recombinant selon la revendication 

5, caracterise en ce que ladite sequence heterologue est 
inser§e dans la region du genome correspondant a celle situee 
entre les positions 311 et 319 dans le genome de 1' adenovirus 
canin de type 2 . 

10 7) Adenovirus recombinant selon I'une quelconque 

des revendications 1^6, caract6ris6 en ce qu'il est issu 
d'un adenovirus canin de type 2. 

8) Molecule d'acide nucleique, caracterisee en ce 
qu' elle est seiectionnee dans le groupe constitue par : 

15 a) une molecule d' acide nucieique representant le 

genome d'un adenovirus recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1^7^ et 

b) une molecule d' acide nucieique const ituee par 
un fragment de la molecule a) ci-dessus, comprenant entre 10 

20 et 1000 pb, de preference au moins 300 pb^ de la sequence de 
1' adenovirus replicatif d' origine situee en amont de la 
portion deletee et entre 10 et 5000 pb, de preference entre 
10 et 1000 pb, de maniere pref eree au moins 300 pb, de la 
sequence de 1' adenovirus replicatif d' origine situee en aval 

25 de la portion deietee. 

9) Plasmide, caracterise en ce qu' il comprend une 
molecule d' acide nucieique selon la revendication 8. 

10) Adenovirus recombinant selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 7, pour une utilisation coirane 

3 0 medicament . 

11) Utilisation d'un adenovirus recombinant selon 
I'une quelconque des revendications 1 cl 1, pour la 
preparation d'un medicament destine ci la therapie genique. 

12) Utilisation d'un adenovirus recombinant selon 
35 I'une quelconque des revendications 1^7, pour la 

preparation d'un medicament destine au traitement du cancer. 
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13) Utilisation d' un adenovirus recombinant selon 
I'une quelconque des revendications 1^7, pour la 
preparation d'une composition immunog^ne ou vaccinale. 

14) Utilisation selon I'une quelconque des 
5 revendications 11 a 13, caracterisee en ce que ledit 

medicament ou ladite composition sont destines a etre 
administres chez un carnivore domestique ou sauvage. 

15) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 11 ^ 13, caract6ris6e en ce que ledit 

10 medicament ou ladite composition sont destines k etre 
administr§s chez I'homme, 

16) Precede de preparation d'un adenovirus 
recombinant par recombinaison intermol§culaire homologue dans 
une cellule procaryote, caract6rise en ce qu'il comprend les 

15 6tapes suivantes : 

a) introduction dans ladite cellule procaryote : 
(i) d'un plasmide comprenant le g6nome d'un adenovirus et un 
premier g^ne de selection ; et (ii) d'un fragment d'ADN 
prealablement Iin6aris6 comprenant une sequence het6rologue 
20 flanqu^e de sequences homologues k celles flanquant le site 
dudit plasmide ou doit s'effectuer 1' insertion, et incluant 
un second g^ne de selection, different du premier, 

P) culture de ladite cellule procaryote dans des 
conditions selectives, afin de permettre la generation et la 
25 selection de cellules contenant des plasmides recombinants 
exprimant le premier et le second gene de selection, et 

y) is clement du genome dudit adenovirus 
recombinant k partir des cellules procaryotes seiectionn^es . 

17) Precede selon la revendication 16, 
30 caracterise en ce que le plasmide utilise k I'etape a) est 

sous forme circulaire. 

18) Precede selon la revendication 16, 
caracterise en ce que le plasmide utilise k I'etape a) est 
prealablement linearise par clivage au niveau d'un site de 

35 restriction situe ^ I'exterieur du site d' insertion. 

19) Precede selon I'une quelconque des 
revendications 16 k 18, caracterise en ce que ledit second 
gene de selection est entoure de 2 sites de restriction. 
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identiques ou differents, absents dans le g6nome de 
1' adenovirus inclus dans le plasmide utilise a I'etape a). 

20) Precede selon I'une quelconque des 
revendications 16 a 19, caracterise en ce qu' il comprend une 
5 6tape additionnelle de transfection dudit genome recombinant 
dans une lign^e cellulaire permettant 1' amplification dudit 
genomes et son encapsidation dans des particules virales 
inf ectieuses . 

21*^) Utilisation d'un adenovirus recombinant 
10 selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, pour la 
production de proteines recombinantes . 




Figure 1 
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Figure 2 




pCav 3 1 1-439/CMVeGFP Kana 



Figure 3 
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pCav 31 1-439/CMVeGFP Kana 



Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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